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論 文 内 容 要 旨
緒言
イネは、幼 苗期(活 着期)と 小胞 子期初期 に低 温障害 を受 けやすい事が 問題 とな っ
ている。特 に、小胞子期初期 に低 温(19℃ 以下)に 曝 される と繭(特 に タペ ー ト細
胞)が 傷 害 を受 け、花粉が発育不 良 となって受精が起 こらず 、稔 実不稔 とな る。将
来 の世界 人 口:増加 に対応 して、食糧 増産の必要性が高 まる ことが予 想 され、 この冷
害対策 は、稲作 生産 の安定 ・収穫 量の確 保の為 に重要 な問題 になって いる。
一方
、耐 冷性の強い植物(シ ロイヌナズ ナ ・ホウ レンソ ウ等)は 、葉緑体 膜 の脂
肪酸 の主要組 成分 であ る フォス フ ァチ ジル グ リセロール(PG)の 不飽和度 が高 い こ
とが知 られてい る。耐冷性の強い シロイヌナズ ナか ら単離 した脂肪 酸不飽和 化 に関
連す る酵 素 を コー ドす る遺伝子(グ リセ ロール三 リン酸 アシル基転 移酵素:GP兇 丁)
をタバ コに導入す る と、不飽和 脂肪 酸含量:が増加 して耐冷性が付与 される こ とが 、
形 質転換 タバ コを用いた実験 によって示 されてい る。
本研究 では、脂肪酸不飽和 化 に関連す る遺伝 子 を導入す る ことによ り、幼 苗期お
よび障害型 冷害耐性 イネの作 出 を 目的 と した。そのため に、は じめ にイネへ の アグ
ロバ クテ リウム に よる遺伝 子導 入法 を開発 し(第1章)、 次 に繭 の タペ ー ト細胞 で遺
伝 子 を発現 させ る為 の プロモ ーターの発現誘 導解析 を行 った(第2章)。 次 に繭 の タ
ペ ー ト細胞 で発現 誘導 す ることを明 らか に した プロモー ター(Osg6B)お よびイ ネ
の全 身で発現誘 導す るこ とが知 られてい るユ ビキチ ンプロモ ー ターの下流 にシ ロイ
ヌナズ ナか らクローニ ングされたGPAT遺 伝子 を連結 した キメラ遺伝 子 を、ア グロ
バ クテ リウム法 に よって イネに遺伝子導入 し、脂肪酸組 成の変化 お よび幼苗期 と花
粉形 成期 の低温耐性 を調査 した(第3章)。
第1章 アグ ロバ クテ リウム法 に よるイネへ の遺伝 子導入
アグロバ クテ リウム を用 いた高等植物の形質転換 は、主 に双子 葉植物 に用 い られ、
高率 で再現性 の よい方法であ る。 しか し、従来 イネには適用 で きない とされて きた。
本研 究で は、 イネにお けるアグロバ クテ リウムに よる遺伝子導入法 につ いて検 討 し
た。本研 究で確 立 した遺伝 子導 入法 をFig.1-1に 示 した。重要 なポイ ン トと して、誘
導3週 間 目の胚 盤 由来 カルス を供試材 料 に用 い るこ と(Fig.1-1A)、 ア グロバ クテ リ
ウムの系統 には通常 市販のベ クター を持 つEHAlo1を 用 い るこ と(Fig.1-1B)、 ア
グロバ クテ リウムの懸濁 にはAA培 地 を用い る こと(Fig .1-1C)、 共存培 養培地 には
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アセ トシ リンゴ ンを添加 す るこ と(Fi経1-1D)、 選抜マ ーカーにはハ イグ ロマ イシ
ンを用い る こと(Fig.1-1F)が 挙 げ られ る。 この方法 を用 い、 カルス を再 分化培 地
に置床す る と3～5週 間で再分化個体が得 られた(Fig.1-1G)。 再分化個体 は正常 に
生育 し(Fig.1-1,H)、 種 子稔性 も95%とwildtypeと 同様 の種 子稔 性 を示 した。形 質
転換効率 はヤマホ ウシで25.7%、 日本晴 で10.6%で あ った(Table1-1)。 得 られ た形
質転換 イネの 自殖後代 について外来遺伝子の遺伝 性 を調査 した ところ、期 待値 通 り
の分離 を示 し、メ ンデル遺伝 の法則 に したが って後代 に遺伝 してい るこ とが確 認 さ
れ た(Table1-2)。
アグロバ クテ リウム を用 いたイネへ の遺伝 子導入法 は1994年 に初 め て報 告 された
(Hieie願H994)。 本研 究では再現性 を確認す る とともにベ クターの特殊 性が ない
こ と、操作 ・培地 の単純化 とい う点 で、既報の方法 を よ り簡便化す るこ とに成功 し
た。
第2章 イネ繭特異 的プ ロモー ターの発現誘導解析
障害型冷害耐性 イネの作 出のためのプロモ ーターの検討 を 目的 として、 イネか ら
タペー ト細 胞特異 的遺伝子 として単離 されたOsg6Bの プロモ ー ターの発 現誘 導解析
を行 った。 この プ ロモ ー ターの下流 に β・グルクロニダーゼ(GUS)遺 伝 子 を連結 した
Osg6B"Gσ ∫ ベ クターを構 築 し、第1章 で確 立 したア グロバ クテ リウム法 に よって
イネに遺伝子導 入 した(形 質転換効 率:1ち.3%)。 形 質転換 イネの繭 にお ける0σ5
遺伝子 の発現 を組織 化学 的 に検 出 して プロモー ター活性 を調査 した。その結果 、
Osg6Bプ ロモ ー ターは形 質転換 イネの小胞子期 の タペ ー'ト細胞特 異的 に発現 誘導 し
ている ことが分 か った(Fig.2-1)。 また、蛍光試薬 を用 いて0θ;S発 現 を定 量 した と
ころ、Osg6Bプ ロモ ー ターは花粉 のス・テージで1核 期 中期 か ら発現 誘導 を開始 し、'
花粉 の発育段 階 をお って発現 が強 くな り、開花3日 前 まで発 現が認 め られ た(Fig.2-
2)。 以上 の ことか ら、 イネの障害型冷害 の危 険期 に、 しか も傷 害部位 であ る小胞 子
期初期 の タペ ー ト細胞 で発現 が認 め られるため、 このプ ロモ ーターが障害 型冷害耐
性 イネの作 出に使用可能 なプ ロモー ター候補 である と判 断 した。
第3章GP24丁 遺伝子を導入 した形質転換 イネの解析
脂肪酸組成を変化 させた形質転換 イネについて耐冷性の評価 を行 うため、前述の
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Osg6Bプ ロモー ター とイネの全 身で発現誘導す る トウモ ロコシ由来のユ ビキチ ンプ
ロモ ー ターの各々の下流 にシロイヌナズナか ら単離 され たOP五 丁遺伝 子 を連結 した
キメ ラ遺伝 子(Osg6B」 ∫GP五Tお よび 〔乃fquf亡fn"GPAT)を 構築 し(Fig.3-1)、 ヤ
マホ ウシに遺伝 子導入 を行 った。 σbfquf亡1n"GPAT遺 伝子 の場 合 、得 られ た形 質転
i換当代(TO世 代)と 自殖次代(T1)で 次 の実験 を行 った。尚、T1世 代 では導入遺伝
子 の分離 が見 られ るため、導入遺伝 子 を持 つ個 体(+GPATgene)と 持 た ない個体
(一GPATgene)を 区別 して調査 した。
(1)脂 肪酸組成 の変化
σわ加 伽"GPAT形 質転換 イネの葉の葉緑 体膜 にお ける脂肪酸 組成 を分析 した結
果 、形 質転換 イネは、全脂質 にお ける主要7つ の脂質 クラス(MGDG,DGDG,SQDG,
PG,PC,PE,PI)の 割合 に野生型 との問に変化 は認 め られ なか った(Table3-1)。 さ
らにフ ォス フ ァチ ジル グリセロール(PG)画 分内 での分子種 の割合 を解析 した とこ
ろ、形 質転換 イネにおい て、飽和 脂肪 酸含:量が野生型 よ りも20%低 かった(Table3-
2)。 この こ とか ら、0毘 丁遺伝 子の発現 は、全脂質 にお け る各脂 質 クラスの割合 は
変化 させ ず、 フ ォスフ ァチ ジルグ リセ ロールの飽和 脂肪酸含量 を特異 的 に減少 させ 、
不飽和脂肪 酸含量 を増加 させ る事が示 された。繭 は微:量であ るため に蔚 にお ける脂
肪酸組 成の分析 が で きなか ったが、0396B"OP跨 丁形質転換 イネお よび θb加f亡1η」'
GPAT形 質転換 イネの蔚 においてGPAT遺 伝子 の発現 をウェス タンブ ロ ッ トに よ り
確認 してい る(Fi騒3・2)。
(2>幼 苗期 の耐冷性の評価
σわfqロ捌n」'GPAT形 質転換 イネを用いて幼 苗期 の葉 にお ける光合 成能力 を酸素 電
極法 に よ り酸素放 出:量を指標 として検 定 した。 同一サ ンプルの葉 を25℃ ・17℃ ・11
℃の3点 で測定 した ところ、25℃ お よび11℃ においては、差 は認 め られ なか った
(Fig.3-3)。17℃ においてGmT遺 伝子 を持 つ σbfquf亡fn,'OPAT形 質転換 イネ(+
GPATgene)は 、原晶種(WT)やOP且 丁遺伝子 を持 た ない形質転換 イネ(一 〇PAT
gene)よ りも20%高 い光合成能力 を維持 していた(Fig.3・3)。 この こ とか ら、
GPAT遺 伝子 の導入 に よって生 じる葉 にお ける不飽和脂肪酸含量 の増加が 、17℃ で
の高 い光合 成能力維持 を もた ら した ことが示 された。
(3)花 粉形成期 の耐冷性 の評価
Os96:B∫=GPATお よび σわfqロ琵fn'」GPATの2系 統 について障害型冷害 耐性 を閉鎖系
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温室 内で深水 冷水 浸漬法(水 深20cm、 出穂前3週 間処理 、23℃ お よび19℃)に よっ
て検 定 した。19℃ 条件下で は障害型冷害耐性極 強の コシヒカ リは90%以 上 の花粉稔
性 を示 すが、障害型冷害耐性弱のヤマホ ウシは50%以 下の花粉稔 性 しか示 さない事
を予備 実験:で確 認 した。
冷水 浸漬処理後 、花粉稔性 を調査 した結果、常温 区 ・23℃ 区では系統 間に差 異 は
認 め られ なか ったが、19℃ 区の場合 に、原品種(WT)やOPAT遺 伝 子 を発現 してい
ない個体(一 σPATgene)で は繭が小 さ くなってね じれ、花粉 を殆 ど作 ってい ない様
子が観 察 され、稔 性の高い個体 は得 られ なか った。一方、 σb加f亡1n"GPAT形 質転
換 イネ(+GPATgene)に お いては、80%前 後 の高 い花粉稔性 を もつ個体 が4個 体 得
られた(Fi&3-4)。 また、 これ らの個体の種 子稔性 を調査 した ところ＼ 花粉稔 性 の
高 か った4個 体の+一GPATgene個 体 では80%程 度 の種子稔性 を示 したが 、 コシ ヒカ リ
を除 く他 の個体 では25%以 下 の種子稔性 しか示 さなか った(Table3-3)。 この こと
に よ り、GPAT遺 伝子 を導入す る ことによ り、耐冷性 を付与 で きるこ とが明 らか に
な った。 また、本研 究 の検定法で は、 プロモ ーター としてOsg6プ ロモ ー ター よ りも
ユ ビキチ ンプロモ ーターの方が適 してい るこ とを明 らか に した。
結語
ユ ビキチ ンプロモ ーターにGPAT遺 伝子 を連結 したキメ ラ遺伝 子 をア グロバ クテ
リウム法 に よ りイネ に遺伝子導 入す ることによ り、葉緑体膜 のPGの 不 飽和脂肪 酸含
量 を増加 させ る ことに成功 した。 この形 質転換 イネは幼 苗期 の低温下(17℃)で 高
い光合成能 を維持 してお り、 さらに障害型冷害耐性 を有 す るこ とが わかった。
本研 究の結果 か ら、PGの 不飽和 度が イネの耐 冷性 に関与 してお り、その改変 に よっ
て低温耐性能 を制御 で きる可 能性 が示 された。脂肪酸不飽和 化 に関連す る遺伝子 を
導入 し、脂肪酸不飽和 度の改変 によって低温耐性 を付与 した研 究 はラ ン藻 ・タバ コ ・
シロイヌナズ ナ を用 いた研究 でな されているが 、主要農作物 であ るイネにおい てPG
の脂肪酸組 成 を改変 して耐冷性 を付与 した研究 は、本研 究が初 めてで ある。
本研 究で用い たOPAT遺 伝 子以外 に も様 々 な脂肪酸不飽和 化 に関連す る遺伝 子 を
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黙購 騰 灘 購 巽羅 灘灘 欝繍辮ce「.1;
Table3-2Thefattyacidcomposition(molpercent)ofphosphatidylglycerolfromriceleaves.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
シ ロイ ヌナズナか ら単離 された耐寒性 に関与す ることが示 され ているグ リセ ロール三 リン酸 アシル
基転位酵素の遺伝 子(GPAT)を イネに導入す る ことに より,耐 冷性が強化で きるか ど うか を明らか
にす るため,イ ネの形質転換法の開発,必 要な プロモーターの解析,GPAT遺 伝子を導入 したイネの
耐冷性 の評価 を行 った。
単子葉植物 は一般 にアグロバ クテ リウムの宿主 とな らない ことか ら,イ ネの形質転換 は,直 接導入
法に よ り行われて きた。 しか し,直 接導入法は形質転換効率 が低 いな どの問題 があった。 スーパーパ
イナ リーベ クターを用いた アグロバクテ リウムに よる形質転換法がHieiら(1994)に よ り開発 された
ので,そ の方法の改良を試 み,簡 便で再現性 が高 く,特 殊 なベ クターを必要 としないため広 く利 用で
きる方法 を確立 した。
傷害型冷害 は,減 数分裂期か ら小胞子期において繭 が低温障害を受け ることに よって起 こることか
ら,こ の時期に繭 で特異的 に発現誘導す るプロモーターを見 いだす 目的で,Osg6Bプ ロモ ータ ーの
発現誘導解析を行 った。Osg6Bプ ロモーターに β一グル クロニダーゼ遺伝子をつ ないだ キメラ遺伝子
をイネに導入 し,β 一グル ク ロニダーゼの活性 を調べた ところ,酵 素活性 は形質転換 イ ネ の小 胞 子期
のタペ ー ト細 胞で特異 的に見 られた。
GPAT遺 伝子をイネの全身で発現誘導 す るユ ビキチンプロモーター又 はOsg6Bプ ロモ ー ターの下
流 につ ないだキ メラ遺伝子をイネに導入 した。ユビキチ ンプロモーターGPAT遺 伝子導入植物 では,
葉 のフ ォス ファチジルグ リセ ロールの飽和脂肪酸含量が非形質転換体 よ り20%低 く,低 温条件で ある
17℃ で の光合成能力 が非形質転換体 よ り有意 に高か った。深水冷:水浸漬法 で出穂前3週 間19℃ の処理
を行 った ところ,Osg6Bプ ロモーターGPAT遺 伝子導入イネでは繭が萎縮 して不稔 とな ったが,ユ
ビキチ ンプロモーターGPAT遺 伝子 導 入植物 の後 代 で 同条件 で稔 性 の高 い植物 が得 られ た こ とか
ら,GPAT遺 伝子をイネの全身 で発現 させ ることに よって イネに耐冷性 を 付与 出来 る ことが明 らか
とな った。
以上の よ うに本研究は,新 たに簡易 で効率 の高いイネの形質転換技術 を確立す る と共 にGPAT遺
伝子を導入す る ことによ りイネの耐冷性を強化で きることを初め て明らかに した。 よって審査員一 同
は本論 文は博 士(農 学)の 学位 を授与す るに値す る内容 である と判定 した。
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